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HIS TOR l QUE
· La maladie du "rabougrissement de l'arachide" ou "Clump",
a été décrite pour la première fois par TROCHAIN en 1931, qui
l'appelait alors: "la lèpre de l'arachide". Elle sévissait sur
les parcelles de la station expérimentale de Bambey au Sénégal.
Il fit une analogie avec tme maladie de l'arachide aux Indes,
décrite sous le nom de "Clump disease". (SUNDARARAIVIAN 1927).
Pour TROCHAIN, comme pour CHEVALIER (1934) il s'agissait sure-
ment d'une m~adie.physiologique due à un quelconque traumatisme.
• Le nom de "Clump" lui fut att):'ibué par PORTERES et
LEGLEU en 1937. BOUFFIL en 1950 montre que le "Clump" appelé
aussi "Rosette nO 4" est en fait une maladie différente de la
Rosette. Comme les auteurs précédents, il pense que l'origine
de la maladie est d'ordre physiologique, mais démontre qu'elle
n'est due ~i à un traumatisme ni à l'enfouissement profond des
graines.
· En 1960, l'I.R.H.O. s'intéresse à l'origine du clump
et commence l'étude du sol des zones malades, car cette maladie
se manifeste par taches bien délimitées, réapparaissant chaque
année au même endroit. BOUHOT et lIiIALLAMAIRE travaillant sur le
même sujet concluent en 1966, en accord avec les résultats de
l'IRHO, que c'est l'horizon de terre 20 cm qui "contient la
cause du rabougrissement". En effet, des graines semées dans
un pot rempli de terre prélevée dans une zone malade, entre 15
et 20 cm de profondeur, poussent rabougries.
• Pour BOUHOT, un "agent biologique" peut être à l'ori-
gine de la maladie. Des essais d'isolements de champignons et
d'inoculations sur plantes saines sont entrepris mais ne don-
nent aucun résultat. (BOUHOT 1966). Il fait alors des graffes
de fragments d'arachides saines sur des arachides rabougries.
Les symptômes de rabougrissemen.t apparaissent sur le greffon
10 jours plus tard. D'autre part des inoculations mécaniques
de broyat de ~euilles d'arachides malades faites sur chénopo-
diacées par SPIRE à Versailles, donnent des résultats positifs
(BOUHOT 1968 a). L'hypothèse virale est donc sérieusemen.t envi-
sagée pour la première fois, et les recherches du vecteur sont
commencées mais sans grand succès (BOUHOT 1968 b).
• En 1972, l'étude du "Clump" s'étend à la Haute-Volta
où la maladie sévis~ait dans les champs de la Statiop d'A~ri­
culture de Saria pres de Koudougou (GERMANI et DHERY 1973).
• Enfin, en 1974, la preuve que le Clump est dû à un
virus est apportée par THOUVENEL et al. qui transmettent la
maladie, d'arachide à arachide par greffes et par inoculations
mécaniques. Leurs études en microscopie électronique révèlent
la présence d'un virus en bâtonnets à deux composants aussi
bien dans les arachides malades que dans les feuilles de
Chenopodium amaran~icolorinoculées avec un broyat d'arachides
malades.
2• La m0rphologie du virus isolé à partir des arachides
rabougries, la présence des deux composants en bâtonnets, le
rapprochent des virus du groupe du Tobacco Rattle Virus
(HARRISON et al. 1971), groupe relativement restreinx puisqu'il
ne comporte qu'une dizaine de virus.
• Les sujets d'intérêts du P.C.V. sont les suivants:
Identification et caractérisation de ce virus composé de
deux particules, c'est à dire possédant deux génomes dont
il sera intéressant par la suite de définir leur rôle
dans l'infectivité.
La transmission du virus par le sol et son épidémiologie.
Dans le groupe des Tobravirus deux vecteurs sont actuel-
lement connus : les nématodes Trichodorus~. (Tobacco
Rattle Virus, et Pea Early Browming Virus) et le cham~i­
gnon POlymixa graminis (Soil Borne Wheat Mosaic Virus).
Or, on ne connait jusqu'à présent que cinq champignons
vecteurs de virus.
Nous avons donc essayé d'établir une gamme de plantes
hôtes en recherchant un hôte systémique se développant facile-
ment en climat tropical; nous avons défini ses propriétés bio-
logiques et cherché une m~thode de purification du virus afin
de pouvoir étudier ses caractéristiques physico-chimiques et
établir ses relations sérologiques avec les Tobravirus. En~in1
nous-avons fabriqué un antisérum.
L'étude de la transmission et de l'épidémiologie du
P.C.V. ont été commencées, en partie au Laboratoire de Virologie
d'Adiopodoumé, et en partie à Saria en champ, en collaboration
avec les nématologistes et les phytopathologistes de l'ORSTOM.
Nous avons orien.té nos études dans les deux directions possi-
bles : transmission par nématode ou par champignon.
3MATERIEL E T METHODES
l - SOUCHE DE VIRUS UTILISEE.
L'inoculum initial de ce virus provient d'un pied d'a-
rachide rabougrie récolté à la station d'agriculture de Saria,
en Haute-Volta. Ce pied malade a été ramené avec la terre d'ori-
gine au laboratoire, et mis dans une serre à l'abri des insectes.
Le virus a été transmis ensuite à d'autres arachides (arachis
hypogea var. 28.206) par greffes, et p~ inoculations mécaniques,
â des Chenopodium amaranticolor.
Les feuilles de Ch. amar. présentant des symptômes
sont ramassées et stockées au congélateur à - 30°C environ sixjours après l'inoculation.
II - MULTIPLICATION DU VIRUS.
C'est sur Oh. amar., le seul hôte connu après l'ara-
chide à ce moment là, que n.ous avons commencé la multiplication
du virus. Les plantes sont cultivées dans une serre où la tem-
pérature varie entre 28 et 38°C en saison sèche et entre 20 et
30°C en saison des pluies. L'humidité varie entre 70 et 95 %.
Les semis se font sous une rampe lumineuse (16 heures
de lumière) où les plantes restent jusqu'à ce qu'elles aient
atteint 10 cm environ. Ensuite, elles sont arrosées avec de
llengrais 1 à 2 fois par semaine.
La terre est stérilisée par autoclavage.
III - GREFFES.
Les greffes sont faites "fente en tête". Le greffon
issu d'un pied d'arachide rabougrie est implanté sur arachide
saine var. 28.206. On peut voir parfois, environ quinze jours
après, une légère marbrure ou "mottle", sur les feuilles néo-
formées qui disparait très vite, puis la croissance du porte-
greffe est ralentie. Mais, pour observer les symptômes typi-
ques du clump, il faut recéper le porte greffe six semaines
plus tard.
4IV - TRANSMISSIONS MECANIQUES.
L'inoculum est préparé en broyant les feuilles con-
gelées, dans un mortier gardé au congélateur, avec du Tampon
phosp~ate 0,1 M à pH 7,1 con~enant de la bentonite (YARWOOD
1966 ; YARWOOD 1972).
Composition du tampon pour 100 ml :
- K2 H P04 1,5 gr
- K H2 P04 0,25 gr
- Chlorhydrate de L-Cystéine 0,35 gr
- Bentonite 0,25 gr
Le poids de tampon utilisé est égal à 5 fois le poids
de feuilles d'arachides, ou 10 fois le poids de feuilles de
Ch. amar., qui possèdent de n.ombreux inhibiteurs (BHULLOR 1965;
THOMSON et PEDDIE 1965 ) • .
Le pH de l'extrait brut est de 6,9.
L'inoculation est réalisée par frottement avec le doigt, après
avoir saupoudré les feuilles avec d~ carborundum (granulométrie
approximative 0,066 mm).
Dans le cas de transmissions mécaniques par racines,
la plante est déracinée et lavée sous le robinet. Puis les ra-
cines sont trempées dans l'inoculum, frottées légèrement avec
du carborundum, et remises 10 minutes dans l'inoculum. Elles
'sont ensuite rincées abondamment à l'eau distillée, remises
en pot et arrosées fréquemment.
v - ETUDE DES PROPRIETES BIOLOGIQUES.
Cette étude a d'abord été faite sur le virus dans
l'extrait brut de feuilles de Ch. amar., puis la méthode de
purification mise au point, sur le virus purifié. Nous avons
pu ainsi tester l'évolution du pouvoir ·pathogène en fonction
de différents facteurs suivant les procédures standardisées
par BOS et al. (1960). Le contrôle du pouvoir pathogène se
fait par inoculation. mécanique d'un nombre constant de feuil~
les de 5 Ch. amar. du même âge.
A - Résistance à la déssicati·on.
Quarante feuilles de Ch. amar. présentant de nombreux
symptômes ont été récoltées et laissées dan.s une pièce à 25°C.
Tous les 3 jours, une feuille est inoculée.
5B - Longévité in vitro.
Les feuilles sont broyées dans un mortier placé 'dans
un bac de glace. Le broyat est pressé à travers une étamine et
réparti à raison de 2 ml, additionnés de 50 microlitres de
chloroforme par tube à hémolyse préalablement stérilisé pour
éviter la contamination bactérienne. Les tubes sont bouchés
aussitôt à l'aide de parafilm et laissés à la température am-
biante du laboratoire (25°0). Tous les 2 jours, le contenu
d'un tube est inoculé.
o Point de dilution limite.
. Le jus brut est pressé à travers une étamine, et di-
lué de 10 en 10 jusqu'à 10-7. Ohaque dilution, est inoculée, et
la date d'apparition des symptômes, ainsi que le nombre de
feuilles réagissant sont notés.
D - Point de thermo-inactivation.
Une série de tubes à hémolyse est remplie de 2 ml
de filtrat de feuilles broyées. Ohaque tube est immergé pen-
dant 10 minutes drolS un bain thermostaté, puis placé aussitôt
dans de la glace pilée.
La température augmente de 5° en 5° dans une première expé-
rience, puis de degré en degré dans une deuxième pour mieux
définir la température requise pour obtenir l'inactiviation
complète du virus. ,
E - Résistance à la congélation-décongelation.
Quarante tubes à hémolyse en pyrex contenant 2 ml
de filtrat de feuilles de Ch. amar., ou 0,5 ml de virus pu-
'rifié ont été placés au congélateur à -30°0. Puis, à partir
du jour suivant, tous les tubes sont mis à décongeler, pen-
dant 2 heures pour le filtrat, et 40 minutes pour le virus
purifié 9 le contenu d'un tube est alors inoculé et les autres
remis à congeler. L'opération est ainsi répétée jusqu'à ce
que le pouvoir pathogène du virus so~t nul.
6VI ~ MICROSCOPIE ELECTRONIQUE .
• Des "Dip préparations" (BRANDES, 1957 ; HITCHBORN
et HILLS 1965), ont été envoyées à Strasbourg, à l'Institut de
Biologie Moléculaire et Cellulaire, où elles ont été examinées
sur un microscope électronique Siemens Elmiskop 101. Cette mé-
thode consiste à découper finement avec une lame de rasoir, un
morceau de feuille dans une goutte de tampon phosphate de po-
tassium 0,01 M pH 7 ou dans du Na Cl 8 %0. La coloration néga-
tive, sur la grille recouverte d'un film. de formwar carboné
(HUXLEY et ZUBAY 1960) se fait avec 1 goutte dIacide phospho-
tungstique 1 %pH 7, ou à l'acétate d'Uranyle 0,5 %.
La feuille est parfois découpée directement dans le colorant
(A~lEIDA et HOWATSON 1963 ; PURCIFULL et EDWARDSON, 1967).
• Des grilles ont également été faites pour suivre
l'évolution des purifications. Après passage sur gradient de
saccharose, une goutte de ,chaque fraction a été déposée sur
une grille et colorée avec de l'acétate d'uranyle 1 %addi-
tionné de 0,5 %EDTA, à pH 7 (MALLENA et al. 1968) après
avoir rincé 2 ou 3 fois la grille pour éliminer le saccharose.
Nous avons pu observer ces grilles au Centre National de la
Recherche Agronomique à Versailles sur un microscope électro-
nique Philipps EM 300.
VII - PURIFICATION.
• De nombreuses techniques servant à purifier les
virus voisins du P.C.V. ont été essayées, sans succès, car ce
virus a une forte tendance à s'agréger dans les premières éta-
pes de la purification. Il résulte de tous les essais effec-
tués avec différents tampons (phosphate, citrate, tris, Borate)
de pH allant de 6 à 9, que c'est le tampon borate pH 8 qui
donne les meilleurs résultats.
• Parmis les différentes techniques de clarification
essayées - congélation ou solvants organiques tels que tétra-
chlorure de carbone, diéthyl éther, Triton X 100, chloroforme
butanol - il résulte que c'est le mélange chloroforme butanol
(Vol/Vol) (STEERE 1956) qui semble le meilleur.
• La purification par une suite de centrifugations
différentielles donnant de trop pauvres rendements; le virus
est précipité par le P.E.G. 20.000 à 5 %.
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VIEl - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
A - ?~ectrophotométrie.
Une solution de virus purifié absorbe les radiations
U.V., et la mesure de cette absorption à l'aide d'un spectropho-
tomètre permet de suivre l'évolution d'une purification, ren-
seignan.t sur le degré de pureté et sur la concentration du
virus (HISKEY 1955 ; PAUL 1958 ; BANCROFT 1958).
• Dans l'ultraviolet, les protéines présentent un
maximum d'absorption à 280 nm et le RNA à 260 nm. Le rapport de
la D.O. lue à 260 à celle lue à 280 nm donne un renseignement
sur la proportion relative d'acide nucléique et de protéines,
et est caractéristique d'une suspension donn.ée de nucléo-pro-
téines.
Les mesures ont été faites sur un spectrophotomètre ZEISS PMQ II.
• Les mesure?,d'aO§9rption lues, sQnt faussées p~rla diffusion de la lum~ere ~~gfit scatter~ng) par les par~~cu-
les virales. La diffusion est proportionnelle à 1/A où n =
3,8 à 3 pour les virus, et dépend de l'état d'agrégation de
celui-ci(NOORDAM 1973).
Dans le visible - où le virus n'absorbe pas - on peut
facilement mesurer cette diffusion qui entre donc dans les va-
leurs du D.O. lues entre 230 et 315 nm. En extrapolant la cour-
be des mesures lues entre 315 et 600 nm, on pourra retrancher
l'absorption due à la diffusion. de la lumière de l'absorption
observée, ·et ainsi obtenir des "valeurs corrigées".
B - Gradient de saccharose.
La cen.trifugation en gradient de saccharose permet le
fractionnement des produits ayant des .S20 w différents.
• Quatre gradients identiques de saccharose 10-40 %
dans un tampon Borate 0,05 M pH 8, 0,001 M EDTA, sont coulés
en même temps dans des tubes en nitrate de cellulose de 3 x 1
inch, à l'aide d'une pompe péristaltique.
• Les gradients sont centrifugés pendant 90 minutes
à 51.000 g dans un rotor Beckman. SW 25,1 d'une ultracentrifu-
geuse Beckman. Spinco L 50.
• La récolte des gradients se fait par le haut du
tube en injectant dans le fond une solution de saccharose 50 %
colorée au chromate de potassium. Le contenu du tube passe'
dan.s un capillaire relié à une cellule à flot con.tinu d'un
absorptiomètre Uvicord L.K.B. La densité optique a 254 nm est
enregistrée automatiquement sur un enregistreur Beckman.
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Phase phénol et
interphase éliminées
EXTRAOTION DU RNA DU P.O.V.
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1· ,
IX ml P.O.V. dans Tampon Borate 0,05 M, EDTA 10-3 M pH 8
1
+ SDS 0,5 %fin.al
+ Bentonitè à 5 %(1/10e de la quantité de vitus)
·--------·-·_---··----i·_·-·- _. -'-'-_._-_.__..-. --.-.-----.-.-.-.- .. --'--
1
\
Agitation 10 minutes
1
+ X ml phénol distillé saturé en eau
,.
Agitation 10 minutes au froid
1
Centrifugation 10 minutes 8000 g.
1Phase a'l.ueuse 1 J__.. .. .! .. -.1-_----.__._--
1
i
+ X ml phénol saturé en eau
Agitation 10 minutes
1
Oentrifugation 15 minutes 8000 g.
1
1rPhase:·:-a~~~~~e~T--·---·· ----.-------- ..-.-.--.-.---.. ·~in~~;;~a~~éé~î~~éas
1
+ X ml ether'
Agitation 5 minutes
l
Oentrifugation 5 min. 1500 g.
1
- _.__.-----------------_.._..... "---'
l'Phase- aqueuse i
1..--. .-.__;
~ ,
+ courant d'azote
1
1
+ 2 voiumes éthanol absolu
+ Na 01 0,1 M final
!
r- RNA-;réciPité à -=3'O~'O-:
. :-::=--===---~.:::===::~.:=--=::.: .....~ ..-=-~
TABLEAU l
Phase ether éliminée
8C - Ultracentrifugation analytique •
• Les mesures de constantes de sédimentation ont été
réalisées à Strasbourg à l'aide d'une ultracentrifugeuse analy-
tique Spinco modèle E en utilisant la méthode Schlieren, par
Monsieur DANEY de MAROILLAC.
• La constant~ de sédimentaticn S d'une particule est
reliée à la masse moléculaire M et au coefficient de frottement
F de la particule par la relation de Svedberg :
S =
ri[ (1 -lie)
N F
où ù est le volume spécifique partiel du soluté dans le solvant
de densité e et N, le nombre d'Avogadro.
D - Extraction de RNA.
• Nous ne possédons actuellement aucune donnée sur
l'acide nucléique du P.C.V. Il s'agit donc pour nous de carac-
tériser sa nature par les r~actions de Mejbaum et Dische, et
de tester son infectivité après action de la D Nase ou de la
RNase.
Des extractions ont été faites à partir du virus purifié, ou
à partir de feuilles de Ch. amar.
1° RNA viral
L'extraction du RNA viral a été effectuée d'après la
technique de GIERER et SCHRAMM (1956), en présence de bentonite
(FRAEIDCEL-CONRAT et al. 1961) pour éliminer l'action des RNases.
Les virus, à une concentration de 0,6 mg/ml en solution dans
du tampon borate 0,05 M E.D.T.A. 10-3 M pH 8, est incubé pendant
10 minutes à 25° G, avec du SDS 0,5 %final, et 20 microlitres
de bentonite à 5 %préparée selon la méthode de SINGER et
FRAE~llŒL-CONRAT (1961).
Puis on ajoute un volume identique de phénol distillé saturé
en eau. Après avoir agité 10 minutes au froid, on centrifuge
15 minutes à 8.000 g. La phase aqueuse contenant le RNA est
récupérée et subit un deuxième traitemen.t au phénol. Elle est
ensuite lavée 2 fois avec un même volume d'éther (Tableau 1).
L'ether est éliminée en faisant passer un courant d'azote dans
la solution.
Le RNA est alors précipité par addition de 2 volumes d'éthanol
absolu, plus du Na Cl 0,1 M final, à -30°C pendant une nuit.
Le RNA est centrifugé 10 minutes à 8000 g et remis en. suspen-
.sion dans du tampon Tris 0,025 M, EDTA 0,001 M pH 7,5. La
bentonite est ensuite éliminée par une centrifugation de 10'
minutes à 4000 g.
EXTRACTION DU RNA DE FEUILLES DE Ch. amar.
=================================~====;==
r-----------·-·------ .------ -0-_'-_' -_ .. -. "--'''- -.--..-----...-. -,-----. ---"-1 .
Phase ether éliminée
Phase phénol + interphase
éliminées
; 2 fois
1
1
1 2 fois
1
;
1
50 gr. de feuilles
.
+ 50 ·ml.Tampon Borate 0;5 M pH 8 EDTA 0,01 M
Chlorhydrate de L~cystéine 0;01 M
1 + S,D.S. 0,1 %final
, + 1 ml bentonite à 5 %
'_2:_100 ~de Phenol diatll:J:.él sat,,!,é en_~8cu.:-.__. _
Broyage au Waring Blendor 4 minutes
(par ~~coups de 30 secondes pour éviter l'échauffement)
1, .
Centrifugat~on 20 min. 5000 g.
Lp_h_.a_s_e_a_q_u_e_u~e 1 1 -__r~;~~~hé~;'i~~~~;;er~~~.
! + Tampon Bprate 5 ml
i Agité 10 min,
i Centif. 20 min. 5000 g.
! ii_.....~_. ..._. ...-,._.. ._. __....... _, .._i
Phase phénol + interphase
éliminées+r.-·:~as~_ ~.qu:.~~~l
+ phénol saturé en eau (Vol/Vol)
Agitation. 10 min,
Centrifugation 20 min. 5000 g.
1
l-Phase I~Quëüsëi ------.---'.-
• .~ __i.
!
+ ether (Vol/Vol)
Agitation 10 min.
Centrif. 5 min. 3000 g
1L ----.::=:--__
\" Ph~~;--~q~;us~-j
--- ._---0;--~------ ....
i
+ Courant d'azote
+ 2 volumes éthanol
,
.
1
~_ .t_... ~..... .__.• ..__._...
\ RNA total. précipité à -30 0 CJ
._==--:,:..;.:.=-:.:::.:.:-.==..:...:::::==.7':==-==:.::==:::::-...=.==:':'_._:=:.::.....
TABLEAU II
92° RNA de feuilles de Ch. amar.
- - - - - - - - - - - -
Le RNA total des feuilles de Ch. amar. virosées est
extrait selon la technique de CLICK et HACKETT (1966) et .
WEISSfiUlli et al. (1965) modifiée par PINCK (1969). Le schéma en
est donné dans le tableau II.
En fin d'extraction le RNA est précipité par 2 volumes d'étha-
nol absolu à -30°C pendant 1 nuit, et est remis en sôlution
dans du Tampon Tris HCl 0,025 M EDTA 0,001 M pH 7,5.
Le matériel insoluble est éliminé par une centrifugation de
15 minutes à 8000 g.
La DNase est ajoutée à raison de 10 microgrammes pour
1 mg d'acide nucléique. Après 4 heures à 37° l'hydrolyse est
arrêtée en plongeant le tube dans la glace.
L'hydrolyse à la RNase se fait dans le rapport enzyme/substrat
de 20 microgrammes/mg. La réaction dure 30 minutes à 37°C puis
est arrêtée en plongeant les tubes dans de la glace.
E - Stabilité du virus en fonction du EH.
Pour cette étude nous avons repris la méthode utilisée
par HAVIAROVA et VALENTA (1972). Les tampons utilisés à la mo-
larité de 0,025 M sont les suivants:
E!
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
Tampon
Acide chlorhydrique - Chlorure de potassium
- idem -
Citrate
- idem -
- idem -
Phosphate
- idem -
- idem
Borate
Borax - Soude
- idem -
Nous avons procédé de la manière suivante :
1 ml de virus purifié (D.O = 0,1 unité) dans du tampon Borate
0,05 M pH 8, EDTA 0,001 M est dialysé pendant 24 heures à 6°C
contre 300 ml du tampon de pH donné. (Renouvelé 2 fois). Puis
le virus est redialysé pendant 24 heures contre du tampon
Borate 0,025 M pH 8, dans les mêmes conditions. 1 ml de virus
gardé tout le temps à pH 8 sert de témoin.
Pour chaque valeur de pH le virus est ensuite dilué
à 10-1, 10-2 , 10-3 , 10-4 et .chaque dilution est inoculée sur
5 feuilles de 4 Chenopodium; La vitesse d'apparition des symp-
tômes est notée, ainsi que le nombre de feuilles réagissant.
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IX - SEROLOGIE.
La sérologie est une méthode spécifi~ue, très utile
~uand il s'agit dlidentifier une nouvelle souche virale.
Nous avons pu tester le PCV contre les antisera de 8 souches
virales différentes du groupe des Tobravirus. Nous avons pré-
paré, une fois la purification mise au point un sérum anti-POV.
A - Test sérologique.
Nous avons utilisé la technique de microprécipitation
sous huile de paraffine (VAN SLOGTEREN 1954). Dix microlitres de
sérum à différentes dilutions sànt déposés sur le fond dlune
boîte de Petri recouvert dlun film de formwar. Puis on ajoute
10 microlitres de jus de plante, clarifié avec un volume égal
de chloroforme, et les résultats sont observés entre 4 et 16
heures plus tard.
B - Fabrication de llantisérum.
Deux lapins on.t été inoculés, le premier par injec-
tions intramusculaires alternativement dans la cuisse droite
puis dans la cuisse gauche, le second, par injections intra-
péritonéales.
• Llinoculum était formé à chaque fois de 0,5 à 1 mg
de virus fraichement purifié dans du tampon Borate 0,05 M pH 8
(0,5 à 1 ml de volume avec, une DO de 1,5 à 3 unités) émulsionné
avec 1 ml d'adjuvant incomplet de Freund Difco.
• Les lapins sont inoculés les lundi et mardi pendant
les trois premières semaines puis 1 fois par semaine les deux
suivantes. Dix jours après la dernière inoculation, une inci-
sion dans la veine marginale de lloreille permet de recueillir
10 ml de sang.
• Les lapins recoivent ensuite des injections de rap-
pel et des prises de sang sont effectuées régulièrement pour
suivre 11 évolution. du titre du sérum.
• Llantisérum obtenu est 'stocké à 4°0, dilué de
moitié dans du glycérol.
PHOTO 1 - Arachide rabougrie en champ.
A gauche feuilles d'arachide saine du m§me âge.
PHOTO 2 - Symptôme de rabougrissement sur arachide greffée,
recepée.
A gauche témoin greffé avec arachide saine.
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RES U L T A T S
l - PLANTES ROTES ET SYMPTOMATOLOGIE.
ê~p~Ô~e~ ~uE, ~r§cgi~e~.
L'arachide est atteinte dans son ensemble, elle est
rabougrie et de couleur vert sombre.
Les entrenoeuds sont très réduits ainsi que le nombre
de nodosités racinaires, les fruits sont plus petits et ne con-
tiennent que deux ou trois graines. Les fleurs des plantes ma-
lades surplombent la touffe de feuilles, on peut ainsi facile-
ment repérer les pieds malades en champs. (photos 1 et 2). Par
contre, le cycle végétatif et reproductif n'est absolument pas
perturbé.
Plantes-hôtes.
------
• La gamme d'.hÔtes étant un critère d'identification
commode d'un virus, nous avons donc essayé de transmettre méca-
niquement le PCV sur les plantes réagissant avec les virus voi-
sins puis sur les plantes connues pour héberger de nombreux
virus;
Les inoculations sont faites à partir de feuilles de Ch. amar.,
étant donné que nous ne possédions au départ que très peu d'ara-
chides rabougries.
• Toutes les plantes inoculées, qu'elles aient des
symptômes ou non, sont ensuite testées en retour (1 mois après
environ) sur Ch. amar. pour voir si le PCV s'est multiplié dans
la plante ou non.
• 81 espèces de plantes appartenant à 21 familles dif-
férentes ont été inoculées. Seules quelques chénopodiacées, et
une amaranthacée ont réagi. La liste des plantes-hôtes s'établit
ainsi :
Chenopodiacées.
Ch. amaranticolor' : Deux jours après l'inoculation, à 35°C,
apparaIssent-sur-les feuilles inoculées, des points jaunes
(photo 3) qui se transforment ensuite en ringspots et en
arabesques le long des n~rvures (photo 4).
Mais les symptômes varient en fait beaucoup, suivant l'état
physiologique du Chenopodium, de la température et de la lu-
minosité (photos 5 et 6). Ainsi, en saison des pluies, il
faut parfois attendre 12 jours pour voir apparaître les spotsjaunes, qui donneront de très petits ringepots; quand les
Chenopodium sont .plus âgés on observe plus souvent des ara-
besques.
PHOTO 3 - Premiers symptômes du clump sur Chenopodium
wJaranticolor, doux jours après l'inoculation
spots jaunes.
PHOTO 4 - Arabesques sur Chenopodium ~ranti~91or
5 jours après l'inoculation avec le P.C.V.
PHOTO 5 - Syoptômes du P.C.V. sur Ch. amar. pendant la sai-
son sèche sur de jeunes plantes: grands ringspots.
PHOTO 6 - Symptômes du p.C.V. sur Ch. amar. pendant la saisorl
des pluies sur de jeunes plantes: petits ringspots
plus ou moins colorés en rouge.
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A 35°C, les feuilles jaunissent entre le 6e et 10e jour puis
elles tombent. A 24°C, aucun symptôme ne se développe.
Des Ch. amar. inoculœsur les racines, représentent un mois
plus tard, aucun symptôme, mais contiennent du virus dans
leurs feuilles, en faible quantité cependant.
- Ch. ackenii.
------
Quatre à six jours après l'inooulation apparait un léger
"vein clairing" sur les feuilles inoculées, puis les feuil-
les jaunissent, se néorosent plus ou moins et tombent.
Ch. album
- - - - -
Mêmes symptômes que Ch. amar.
Ch. ambrosoïdes
Le virus se développe dans les feuilles inoculées qui ne
présentent pourtant pas de symptômes.
Donne un jaunissement local, puis une nécrose plus ou moins
lente des feuilles. (photo 7)
9.h .:, :2°1r ;ïs
Même symptômes que Ch. anthel.
Qh.:. ~Y:2r!d~m
Hôte systémique. Entre le 8e et 11e jour après l'inoculation,
on peut observer de minuscules taches nécrotiques sur les
feuilles.
- Ch. ulUrale
... - - - -
Entre le 5e et 8e jour après l'inoculation, de larges anneaux
verts se forment sur les feuilles inoculées ainsi qu'un vein
banding (photo 8) formant des "feuilles de chêne"
Ensuite les feuilles inoculées jaunissent et tombent vers
le 11e jour. Parfois le stade ringspot n'est pas visible
et les feuilles jaunissent immédiatement.
Qh.:. 9.p~l!f9.r~m
Les feuilles inoculées présentent le 2e jour de très nombreux
spots jaunes diffus qui forment une sorte de mosaïque 9 et
se transforment quelquefois en ringspots. Les feuilles tom-
bent assez rapidement entre le 6e et ge jour.
-_9.h.:. EO±Y~~~u~
Hôte systémique. Très léger mottle.
Qh.:, 9,u!.n9.a
Même symptômes que Ch. aQar.
PHOTO 7 - Evolution des symptOmes du P.C.V. sur Chenopodium
anthelointicum : à gauche feuille saine.
PHOTO 8 - Symptômes du P.C.V. sur Chenopddium murale
8 jours après llinoculation.
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Ch. rubrum
- - - - ...
A partir du 3e jour, un léger "vein clairing ll se développe
sur les feuilles inoculées, elles jaunissent, puis vers le
8e jour apparaissent des arabesllues ainsi llue de larges
ringspots.
Amaranthacées.
- Qé~o~i~ ~~e~t~a~ ra~._p!u~o~a.
Hôte systémillue. Qumld elles sont inoculées très jeunes, les
plantes peuvent présenter un mois plus tard, un mottle ainsi
llu'une légère ondulation des feuilles. Le pourcentage de
plantes répondant positivement est de 25 %avec le tampon
phosphate d'inoculation pH 7,1 et de 50 %avec un tampon
phosphate pH 6,6.
• La liste des plantes testées dans leslluelles le PCV
ne se multiplie pas est donnée dans le tableau III. Entre paren-
thèses est donné le nombre de plantes inoculées.
On voit ainsi llue la gamme d'hôtes du PCV est donc vraiment res-
treinte et ~résente peu d'analogies avec celles des virus voisins
(tableau IV).
• On peut se demander si la gamme d'h8tes est restreinte
à cause d'une grande spécifité d'hôte du PCV, ou si 'o'est à
cause des nombreux inhibiteurs des Ch. amar. Ces inhibiteurs
semblent ~tre des protéines de poids molJ~ulaires de 25 à
38000 et llui sont très résistantes puisllU'il faut une température
de 80 à 100 0 pour les détruire (SMOOKLER 1971).
• Les résultats obtenus à pH 6,6 avec Celosia ar~entea
nous ont conduit à essayer la m~me méthode avec d'autres plantes,
mais sans aucun résultat. D'autres tampons ont également été
essayés : Tampon Phosphate pH 7 0,2 M, 0,05 M, 0,01 M, Tampon
Citrate? Citrate-Phosphate pH 7,3, mais n'ont rien donné.
• Les in'oculations sur les racines ont donné une seule
fois, avec le concombre vert long maraicher (sur trois expérien-
ces réalisées) un résultat positif: 1 mois après, l'inoculation
d'un broyat de leurs racines sur Ch. amar. était positive? et
2 concombres sur 8 possédaient' du virus dans leurs feuilles,
sans aucun symptôme.
Mais, les inoculations par la racina ont été négatives pour
Amaranthbs sylvester, Gomphrena globosa, Solanum ni&rum,
Abutilon. indicum,~ vulgaris et Vi~a cylindrica.
• Enfin, il n'a pas été possible de transmettre le
PCV de Ch. amar. à arachide, malgré les 70 arachide's inoculées
sur les feuilles, et les 200 autres inoculées sur les racines !
L'inoculation mécanillue d'arachide à arachide a cependant été
réalisée (THOUVENEL et al. 1974).
TABLEAU III
PLANTES NON ROTES
=================
Aizoacées.
Tétragona expansa (26)
Amaranthacées 0
Amaranthus albus (46)
Amaranthus caudatus (35)
Amaranthus retroflexus (10)
Amaranthus spinosus (53)
Amaranthus sylvester .(119)
Gomphrena globosa (26)
Apocynacées.
Amsonia tabernaemontana (18)
Vinca-rosea (12)
Bombacacées.
Ceiba pentandra (16)
Caricacées.
Carica papaya (18)
Caryophyllacées.
Dianthus arenarius (16)
Dianthus sylvestris (7)
Chenopodiacées.
Beta vulgaris (26)
Composacées.
Zinnia elegans (10)
Convolvulacées.
Ipomea coccinea (20)
Ipoméa oleracea (12)
Crucifères.
Brassica.oleracea (36)
Capsella bursa pastoris (26)
Cucurbitacées.
Cucumis melo (28)
Cucumis sativus (10)
Euphorbiacées.
Euphorbia biumbellata (16)
Manihot utilissima (16)
Graminées.
Chloris vulgare (40)
Oryza sativa (26)
Poa annua (25)
Sorghum vulgare (40)
Zea mais (15)
Legumineuses.
Cajanus sp. (21) c
Canavalia ensiformis (14)
Cassia occidentalis (21)
Crotalaria retusa (5)
Desmodium intertum (15)
Glycine max (1 9)
Indigofera frutescens (3)
Lupinus ann.uum (50)
Melilotus alba (26)
Pisum sativum (23)
Stylosanthes gracilis (29)
Tephrosia vogeli (5)
Trifolium repens (20)
Vicia faba (27)
Vigna cylindrica (20)
Vigna sinensis (44)
Voandzia subterranea (9)
Malvacées.
Abutilon indicum (18)
Hibiscus asper (13)
Hibiscus esculentus (32)
Passifloracées .-
Passiflora suberosa (20)
Passiflora ligularis (5)
Phytolaccacées.
'Phytolacca americana (19)
Rosacées.
Potentilla sp. (24)
Solanacées.
Capsicum annuum (28)
Datura innoxia (4)
Datura metel (14)
Datura stramonium (4)
Lycopersicon esculentum (28)
Nicotiana clevandii (22)
Nicotiana glutinosa (18)
Nicotiana tabacum samsun (12)
Nicotiana tabacum Xanthi (23)
Nicotiana sp. (16)
Physalis alkekengii (21)
Physalis floridana (5)
Solanum dulcamara (15)
Solanum nigrum (17)
Tropaeolacées.
Tropaelum majus
Umbellifères.
Daucus carota (8)
~ABLEAU IV
!
!
1
·1
Nicotiana elevelandii
Nicotiana glutinosa
Cucumis sativus
poo 0 O·Q •• 0 ••• 0 •• 0 •• 0
1 Plantes hôtes du virus
! n'hébergeant pas. le PCV
!
Nom du virus
Tobacco Rattle Virus
!
!
1
=========::;==============
,
.
Broad Bean Necrosis virus 1
!
Nicotiana clevelandii
Pisum sativum
Tetragona expansa
! Melilotus alba
Vicia faba1 1
1- Barley Stripe Mosaic Beta vulgaris 1
1 virus Spinacea oleracea
Nicotiana tab. samsun
1
t
1
Zea Maïs
Nicotiana clevelandii
Pisum sativum
Vicia faba
Beet Necrotic Yellow
Vein Virus
Poa Semilatent Virus
Pea Early Browning Virus
1
_____________1 1
1 Tetragona expansa 1
!
Potato Mop Top Virus Tetrogona expansaBeta vulgaris
Spinacea olcracea
SpJ.anaoées •••
!
,
.
Comparaison. des plantes-hôtes du P.C.V. et
des virus voisins.
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II - PROPRIETES BIOLOGIQUES.
• Cette étude permet d'identifier une souche virale,
mais permet aussi de donner des renseignements sur la résistance
du virus à différents facteurs,précieux pour la suite du travail
à effectuer.
• Les propriétés biologiques du virus purifié ont été
effectuées sur des échantillons ayant une densité optique de
o,06. uni té.
A - Résistance à la dessication.
Le pouvoir infectieux du virus dans les feuilles de
Ch. amar. désséchées décroit sérieusement au bout de 24 à 27
jours ; au bout de 37 jours il n'est plus infectieux.
B - Longévité in vitro.
• ~~s_l~ ju~ Èr~t.
A·la température ambiante du laboratoire (24°C) lejus brut de Ch. amar. perd son pouvoir infectieux entre le 22e
et le 27e jour •
• Il faut noter que les 50 microlitres de chloroforme ne
suffisent pas à empêcher le développement bactérien dans tous
les tubes.
• Yi!:u~ EUf:ifi~.
Le pouvoir infectieux du virus décroit régulièrement
et assez vite à 25°C après le troisième jour; il est nul au18e
jour (Fig. 1).
C - Point de dilution limite.
• ~~s_l~ lU~ Èr~t.
Après la dilution 10-2 , le nombre de feuilles de Ch. 4
-amnr. répondant, décroit rapidement pour atteindre zéro à 5:-10-
• Yi!:u~ Eu!:ifi~.
Nous obtenons le même résultat que pour le virus dans
le jus brut: point de dilution limite à 10-4. (Fig. 2).
• Mis à part le T.R.V. (10-6 ) tous les virus voisins 3
ont un point de dilution limite du même ordre de grandeur: 10-
à 10-5.
D - Point de thermo-inactivation.
• ~~s_l~ ju~ Èr~t.
Le pouvoir pathogène du P.C.V. décroit notablement
après 10 minutes à 60°C et disparait complètement à 64° C.
Figure 1 ~ Variation du pouvoir infectieux du P.O.V. purifié
sur feu11les de qa. amar., en fonction du temps~
Fi8Hre 2 - Point de dilution limite du P.C.V. : variation
du pouvoir infectieux du PCV sur les feuilles
de Ch. amar. suivant la dilution.
Point de thermo-inactivation. du P.C.V. purifié
variation du pouvoir infectieux du PCV sur
feuilles de Ch. amar. en fonction de la tem~ê­
rature (10 minutes â une température donnée).
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• YiE.u~ 12u!:ifi~ 0 •
Au-dessus de 65°C, le virus est complètement inactivé.
Le point de thermo-inactivation se situe à 65°C (Fig. 3).
Le pquvoir pathogène du virus après 10 minutes à 60°C
est égal à 35 %de celui de départ, et après 10 minutes à 62°0
il est égal à 14 %_ $
E - Coggélations décongelations.
• ~~s_l~ ~u~ Br~t.
Après 50 congel-décongélations, le PCV dans le jus
brut de feuilles de Ch. amar. est encore infectieux : 40 à 60 %
du pouvoir pathogène de départ.
• Yi!:u~ J2uEifi~.
Après 29 congel-décongélations, il possède encore 50 _
de son pouvoir pathogène de départ.
• Le virus congelé dans le jus brut de feuilles est
encore infectieux après 1 an.
Des feuilles de Ch. amar. virosées sont toujours
infectieuses après 17 mois de congélation à -30°C.
On peut noter que le PCV est ~xtrèmement résistant aux décongé-
lations successives que ce soit dans le jus brut de feuilles ou
bien en solution purifié. Il sera interessant de voir co~bien de
temps il peut conserver son pouvoir infectieux dans des feuilles
à -30°C ou dans des feuilles de'shydratées, pour comparer avec
le BSMVet le SV~~V qui résistent eux, une douzaine d'années dans
les feuilles deshydratées.
Sa température de thermo-inactivation est nettement inférieure
à celles du TRV, du PEBV et du PMTV (80°C), mais plus élevée
que celle du B.B.N.V. (50-55°C) (Tableau XI).
TABLEAU V
1
1
1
1
1
1
._------_.
100 gr. de ~euilles congelées _
200 ml Tampon Borate d'extraction pH 8
broyage 2 minutes au Waring-BlendorT·---··-·------·------ --"--
+ 100 ml Butanol~chloro~orme (2 V/8 V)
1 min. homogénisati.on Waring-B.
Oentrifugation 1 mifi.1000 g, 3 min 4000 g
1
1 - -. - - - -- _.- - - •••- -"'-' _ .._. - .-'.------- ."-'-' '" ---- r' ::. ::.:.:':~ ':..- ..:.::........:::..-.--.. -. t
~~~o:l Tampon Borate d'extraction Surnageant l 1
Wàring Blendor 2 minutes ·----·~·--..-l-.. ---.-."
Centrifugation 1 crin. 1000 g, 3 min. 4000 g
! ...__ .- .,,- ---..-.-.---......-....- .... --..--..-.-...... _-. -.-.--....-.._.--- ---..... -'-' "- i
! 1--·---··_ )--
Culot éliminé 1Surnageant II 1
:.-. ..... - ....---,--.---..1
,
+ PEG 20.000 5 %
1 nuit à 4°C
1 •
Centrifugation 20 min. 15000g
surn~~;;'téll~i~é---·.-----.----.- .... -r-é~~gr~~~:;:~~~sr.~~~~~ ~~~- ~-
1 0,1 %Mercoptoéthano1
...__... '---._-.-- ··---··-·--1--·-·---- .---.--.
Centrifugation 15 min. 12000g
.....__.__..- - ..- --_ _-_ _--_ _--_ _ '-'-'" -- - .. _ ----_ ..! '
Culot éliminé r-- ·s~;~age·~t·_· .......,
.~_ ...__ ~ •• • R. _ •• 1
Centri~ugation. 78000 g 45 min
1
.'_ ...... .~ .,. __ • "_'0'_" _. ~ __•. ... _.u.~._ .... '" '" _. _. ~
,
1
Surnageant éliminé
~. _..~ ~ -,.. ..~_ .. -- _.....-_._-
,
C"~l;-t ";~~i-~ ·~~· ..~~~~;~;i~~~ __ [
, Borate 0,05 M pH 8 EDTA 0,001 M 1
:_---..._...,~-_ .... ~~. ---,--- ...--~--- ._._-,._---- ,.,---:
!
i
Centrifugation 12000 g 15 min
• 1
.-~._ - -._--~_ ..- ~-.__ ._. -_..- _--- ----_.._--_.. __ -_..- --_ _.- _ ..__.-..-----j,
Culot éliminé
r-surJÎ;i~·~t--_.. _--j
.._. __._.._.__. "_'_'0'_".1
!
Centrifugation 15min 150000g
1
\ __........_.__..._"._ .... • __ ••__..... ._._ ..... ... _ ... _. " __0' ....._.J
1 r'''ê'~iot 't;~~i~~id;' re~i-~ - e~-';~;=--i
S t '1· . , Il pension Borate 0,05 M pH 8 lurnagean e J.nune EDTA 0,001 M . r
.:.-:.'"':.,..-::cr.:t~-::-.~r;;:-r-".-=-:--: ;.~..':'::'.:-_ 1..,........,.....,::1"'~ .. ~::..' .... r.:;;,.~. ·.~.ië ...·.·..!.·.. ~:o&.;R,:I" ,·.·."!.__...."!~:'T_~:.
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III - PURIFICATION.
. • La purification, telle ~ue nous l'effectuons actuelle-
ment est schématisée dans le tableau V.
• Les feuilles de Ch. amar. congelées depuis 3 semaines
minimum, sont broyées pendant 2 minutes dans un Waring Blendor
froid avec du tampon Borate 0,5 M pH 8, Urée 1 1VI, Chlorhydrate
de L cystéine 0,01 M, EDTA 0,001 M. Le volume de tampon d'extrac-
tion est de 200 ml pour 100 gr. de, feuilles.
On ajoute ensuite le mélange ohloroforme butanol (1 g/1 ml) et
le tout est homogénéisé 1 minute dans le Waring Blendor.
• Le jus est centrifugé à basse vitesse = 1 minute à
1000 g puis 3 min. à 3000 g. Les culots sont repris avec un même
volume de tampon d'extraction puis passés au Waring Blendor
pendant 2 min. et recentrifugés de la m~me façon.
Les deux surnageant sont rassemblés et le virus est
précipité par le PEG 20.000 à 5 %pendant une nuit à 4°C.
Après une centrifugation de 15 min. à 12000 g, les culots sont
remis en suspension da~s du tampon Borate 0,05 M pH 8 EDTA 0,001 M
et 0,1 %de mercaptoéthanol.
• Le matériel insoluble est éliminé par centrifugation
à faible vitesse (15 min. à 12000 g) puis le virus est sédimenté
par une ultracentrifugation de 45 min. à 78'000 g. Le culot est
remis en suspension dans le tampon Borate 0,05 M pH 8 EDTA 0,001M
pendant deux heures. Suit alors, un autre cycle de centrifugation
différentielle: 15 min. à 12000 g puis 20 min. à 150.000 g.
• Dans le dernier culot, une fine pellicule de matériel
marron se détache facilement et il reste un petit culot trans-
lucide de virus ~ui e st remis en suspension. dans du tampon Borate
0,05 M pH 8 EDTA 0,001 M.
= 3,1
Virus (BRAKKE 1971). Avec
l'ordre de 3 à 25 mg/kg
• Les rendements sont calculés en prenant :
1 mg/ml. - 1 cm
E
260 nm
comme pour le Soil Borne Wheat 1VI0saic
cette méthode, les rendements sont de
de feuille s •
IV - CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE SACCHAROSE.
Pour certaines expériences, le virus, après l'ultra-
centrifugation du 1er cycle est centrifugé sur gradient de
saccharose 10-40 %.
Après 90 min. à 51000 g, une zone opalescente est vi-
sible à 25-30 mm en-dessous du ménis~ue. Cette zone est composée
de deux pics de densité opti~ue (Fig. 4) correspondant à une
différence de longueur moyenne des particules (Photos 9, 10).
La partie C du gradient est composée en majorité de partioules
agrégées bout à bout (photo 11).
FIGURE 4
=========
00
0.05 M BORATE PH8
BOTTOM
.------------~-...,
I"L.--__~-_""""'-I-~~------~-_____,
l.,-.
PHOTO 9
Petites particules
PHOTO 10
. Grandes particules
PHOTO 11
Particules agrégées
Profil de densité opti~ue à 254 nm dlun gradient de saccha-
rose 107 40 %sur le~uel on a déposé 2 ml dlun~ solution
purifiée.de·PoC.V, dans du tampon borate 0,05 M pH 8, EDTA
0,001 M.
Centrifugation de 90 min.. à 22.000 t/min.
PHOTO 9
PHOTO 10
PHOTO 11
de p.C.V. purifié.
25 run.
Partioules
Echelle = 6 mm =
PHOTO 12
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v - MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.
• Les nombreuses observations faites en "dip method" à
partir d'arachides, après ultracentrifugations différentielles,
ou les observations faites après passage sur gradient de saccha-
rose montrent que le PCV est composé de deux ty~es de particules
en bâtonnet avec un canal central du genre TRV {photo 12).
Les mesures effectuées sur 346 particules des diffé-
rentes fractions du gradient de saccharose donnent une longueur
de 245 + 15 nID pour la plus grande et 190 nm! 10 nm pour la
plus petite (Fig. 5). La largeur des deux particules est de 21 ~
3 Dm. .
• Au point de vue morphologie, J.e PCV, virus en bâtonnets
à canal central ressemble beaucoup au TRV et au PEBV. Mais par
la longueur de ses deux particules il se distingue bien de ces
deux virus ainsi que des autres Tobravirus. Le virus ayant les
longueurs de particules les plus proches de celles du PCV est
le BBNV : 250 et 150 nm, mais il est plus large: 25 nm.
(Tableau XI).
VI - PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES.
A - Spectre d'absorption en UV .
• Le spectre d'absorption du PCV purifié (Fig. 6) est
un spectre typique de nucléoprotéines (PAUL 1958) aveo un maxi-
mum à 267 nm et un minimum à 250 nm.
Le rapport Max/Min. est de 1,08 et celui de D.O 260/
D.O 280 est de 1,09, ce qui d'après PAUL (1964) donne un pour-
centage d'acide nucléique de 4,5 à 5 %.
• Une première expérience réalisée pour obtenir des
valeurs de densités optiques corrigées en fonction du light
scattering nous a donné de nouvelles valeurs (Fig. 7). C'est
surtout le rapport Max/Min. qui change en passant de 1,08 à
1,21. Cette correction. est donc importante pour ,pouvoir comparer
ce virus aux virus voisins •
• Le rapport 260/280 du PCV est voisin de ceux du TRV
(1,15) du PEBV (1,15).
1
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PROFIL DE SEDIMENTATION ANALYTIQUE DIUNE SUSPENSION
DE P.C.V. PURIFIE.
1 ml de virus purifié (D.O = 0,45 unités) dans tampon
Borate 0,05 M pH 8 EDTA 0,001 M à 17250 t/min. à 24°0
Photographies prises après 4 min. (photo 13) 8 min.·
(photo 14) et 12 min. (photo 15).
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B - Ultracentrifugation analytique.
• Pour cette expérience, 1 ml de suspension de virus pu-
rifié (D.O de 4,5 unités) a été centrifugé dans du tampon Borate
0,05 M pH 8, EDTA 0,001 M, à la vitesse de 17250 tours7min. à
la température de 24°C. Les photos ont été prises toutes les 4
minutes (photos 13, 14, 15).
• Bien que les pics soient assez diffus, on peut avoir
une première idée de la valeur des coefficients de sédimentation
des 2 particules :
entre 310 et 330 S pour la plus petite
entre 340 et 360 S' pour la grande
. Un troisième pic, beaucoup moins net, avec un S de
400-440 esœ surement constitué de PCV agrégé.
'. Ces chiffres, bien qu'ils ne soient pas ramenés à
Sw 20°, sont remarquables car ils sont beaucoup plus grands que
ceux connus pour les autres Tobravirus : par exeQple pour le
TRV qui a les valeurs de S les plus élevées, le Sw20 0 de la
grande particule est 300 et celui de la petite 150-240. Tous
les autres virus ont des S' plus petits. (Tableau XI). Ceci ex-
plique les temps de centrifugation relativement courts utilisés
pour la centrifugation et le gradient de saccharose.
C - Nature de l'acide nucléique.
• L'analyse spectrophotométrique des solutions obtenues
par les extractions au phénol, donne un. spectre d'absorption
dans la lumière ultra-violette caractéristique des acides nu-
cléiques, avec un maximum à 259 nm et un minimum à 232 nID pour
le virus purifié (Fig. 8), et le rapport Max/Min de 2,1. A titre
de comparaison, le RNA du TMV a un maximum à 258 nm et un mini-
mum à 238 nm (FRAENKEL-CONRAT 1967). .
Le rapport 260/280 = 1,84 est caractéristique des
acides nUCléiques, cependant les essais d'inoculation de l'acide
nucléique extrait du PCV purifié ou de feuilles de Chenopodium
amaranticolor n'ont donné jusqu'à présent aucun résultat, que
ce soit après action de la DNase ou RNase, ou directement après
l'extraction.
Nous ne pouvons pas conclure actuellement que l'acide
nucléique du PCV purifié n'est pas infectieux, car trois expé-
riences seulement ont été réalisées, et nous recommencerons
prochainement des expériences en apportant quelques modifications
à la technique d'extraction, car il serait très intéressant par
la suite de voir si comme pour le TRV et le S.W.M.V. par exemple
un seul acide nucléique est infectieux, ou bien les deux.
D.O
0,5
1
Figure 8
1. Max. _ 2,10
Min.
260
280= 1,84
259
~
259
;.
SPECTR~S UV d'acides nucleiques extraits de:
1. PCV purifié
2. Feuilles de chen. amar. inoculées avec le PCV .
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D - Stabilité du P.C.V. en fonction du pH.
• Cette étude se révelait nécessaire pour la suite du
travail sur le PCV, de manière à se trouver pour chaque expéri-
ence dans les conditions les plus favorables.
Les résultats sont sché~atisés dans la figure 9.
• Le virus a perdu tout son pouvoir infectieux après
passage dans les ta~pons pH 1 et 2 (Tampon HCl - KC1), ainsi
que dans les Tampons 10 et 11 (Borax - Na OH).
Il semble que le PCV soit plus stable vers les pH faiblement
acides.
L'expérience pourrait êt~e réalisée de nouveau en changeant la
nature des t~lpons à pH 1-2 et 10-11 pour voir si la perte du
pouvoir infectieux n'est pas due à la nature même du tampon.
Quoi qu'il en soit, ces nouveaux résultats devraient nous per-
mettre de modifier favorablement les conditions d'extractions
et de purific~tion.
VII - SEROLOGIE.
• Nous avons testé le PCv. contre les antiséra du TRV,
du PEBV, du svm~v, et du Beet Rhizomania-like disease Virus
(Tableau VI). Nous n'avons pu obtenir de réaction positive avec
aucun d'entre eux. .
• Le virus purifié réagit avec son antiserum homologuejusqu'à une dilution de 1024 pour le lapin inoculé en intr&~us­
culaires, et jusqu'à 512 pour le lapin inoculé en intrapérito-
néales.
• Faute d'antiserum, les virus suivants n'ont pu être
encore testés :
Barley Stripe Mosa~c Virus
Broad Bean Necrosis Virus
Poa Sem1 latent Virus
Beet Necrotic Yellow vein Virus.
• Nous pouvons donc déjà dire que le PCV est assez
fortement immunogénique, et qu'il n'a aucune relation avec les
virus testés. Etant donnés les premiers résultats obtenus en
épidémiologie, (voir plus loin) il sera intéressant de le
tester contre l'antisérum d'un autre virus de graminée: le
Barley Stripe Mosaic Virus.
Fi~ure 9 - Stabilité du P.C.V. purifié en fonction du pH.
Le virus purifié, est dyalisé pendant 24 heures
contre le tampon 0,025 M de pH donné.
Ensui -be le virus est dilué jusqu 1 à 10-4et ino-
culé sur Ch. amar.
En abscisse : valeurs du pH
En ordonnée: date d'apparition des symptômes
suivant la dilution.
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TABLEAU VI
/
Nom du virus Souche Titre del'antiserum Nom du Donneur
========================================~===========================================================
Tobacco Rattle Virus
!- ==================
! Pea Early Rromdng Virus
Soil Borne Wheat Mosaic Virus
512 Dr.- B.D. HARRISON
526 Dr. B.D. HARRISON
1024 Dr. R. CASPER
512 Dr. R. CASPER
-- "!
64 Dr. B.D. HARRISON !
128 Dr. H.A. VAN HOOF
--=: 1
1600 ! Dr. T. TSUCHIZAKI
Beet Rhizornania like disease Virus
ANTISERA TESTES CONTRE LE P.C.V.
100 Dr. C. PUTZ
!.
! CHA PIT R E III ~
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ETUDE DE LA TRANSMISSION
EXP E R l MEN T,A T ION E N CHA M P
l - BILAN DES ETUDES NEItJIATOLOGIQUES SUR LE CLUlVIP.
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• En 1971, ~ŒRNY et MAUBOUSSIN, ont commencé l'étude
nématologique à Bambey, au ~énégal. Ils ont démontré, que sur
des parcelles traitées au dichloropropène-dichloropropane
(Némaphène), on n'observe aucun cas de clump. De plus, en ino-
culant des arachides saines dans de la terre stérile, avec les
nématodes extraits de la terre d'une zone malade, ils ont ob-
tenu 80 %de pieds d'arachides rabougris (MERNY et MAUBOUSSIN
1973). La population de nématodes inoculée était composée de :
Scutellonema cavenessi
Trichotylenchus falciformis
Pratylenchus Spa
Criconemoides curvatus
Longi dorus sp.
Telotylenchus ventralis
Il faut noter qu'il n'y avait pas dans cet inoculum, de Tricho-
dorus, les seuls nématodes connus comme vecteurs de virus en
bâtonnets - NETU Virus - (Nematodes Tubular Virus). (Tableau VIII).
Parmi les nématodes inoculés, seul Longidorus est connu comme
vecteur de virus, mais il ne transmet que des virus polyhédriques,
les NEPO Virus (Nematode Polyhedric Viru~)(Tableau IX). D'ail-
leurs, les inoculations faites par MERNY sur arachides avec des
Longidorus ont échoué.
MElis, comme le fait remarquer l'auteur lui-même, "l' intervention
directe d'un nématode n'est pas prouvée de façon absolue car les
culots d'extraction ne contenaient pas que des n.ématodes". En
effet des zoospores de champignons, autres vecteurs possibles,
ont pu être inoculées en même temps.
• En 1973 GERMANI a entrepris le même genre d'expériences
à Saria en Haute-Volta. Des traitements au 1,2 dibromo-3 chloro-
propane (Fumazone) a entrainé la destruction quasi totale des
nématodes phytoparasites ainsi que la disparition du clump.
(GERMANI et DHERY 1973). Par contre, l'enroba~e des graines d'a-
rachides par du carbofuran (poudre mouillable) s'est révélé to-
talement inefficace à la fois con.tre les nématodes, et contre
la maladie... .
Un inventaire des populations de nématodes trouvés au pied des
arachides saines et malades ne decela la présence d'aucun
Longidorus ou Trichodorus, les nématodes les plus nombreux
étant les Tylenchorhynchus et les Telotylenchus. Les essais
d'inoculations furent des échecs.
--~---_.- ._-_..._----------_.. ~. ---_._--------------~~.-------_.- --.,
.
VIRUS EN BATONNETS TRANSlVIIS PAR NEMATODES
=========================================
Nématode vecteur
Trichodorus christiei
" primitivus ...
"
pachydermus •••
"
allius .......
"
similis ......
"
teres ........
"
porosus ......
tl cylindricus .••
"
nanus ........
"
viruliferus ..•
Nom du virus Référence
Tobacco Rattle Virus WALKINSHAW et al(1961)·
" SANGER 1961
"
SOL et SEINHORST(1961):
" JENSEN et ALLEN (1964) 1
Il CREMER et KOOISTRA(196~):
"
VAN HOOF (1964)
" AYALA (1965
"
Van HOOF (1968 )
tl Van HOOF (1968 )
"
Van ROOF (1968 )
Trichodorus pachydermus •••. (1962 )
(1962 )
(1961)HARRISON
Van ROOF
Van ROOF
"
"
"
Pea Early Brow~ing Virus
1
1
1
GIBBS et HARRISON (1964) 1
______.. . ..._. .._. . J
teres ••••
anemones .••
viruliferus .••
"
"
"
TABLEAU VIII
Nematode vecteur
Longidorus attenuatus
"
"
"
elongatus
elongatus
macrosoma
VIRUS TRA1~SlVIIS PAR LONGIDORUS
=============================
Nom du virus
Tomato blackring virus
Il
Raspberry ringspot virus
"
,
,
i
1Référence !
i
i
HARRISON et al. (1961) 1
HARRISON et al.(1961) 1
TAYLOR ( 1962) 1
HARRISON (1962) l'
TABLEAU IX
OHAW(PI GNONS 'VECTEURS DE VIRUS
====================;========
Nom du virus Fo~me du virus Champignon vecteur %
1
1
1
1
1
1
1
1
i
i
1
1
1
1
1
..
li
PERONOSPORALES
Polymixa graminis
Spangospora Bubterranca
PLASMODIOPHORALES
Olpidium brass1cae
Olpldium Cucurbitacearum
Pythium ultimum
Synchitrium endobiocticum
?
rond
rond
rond
bâtonnet
batonnet
Flexueux
CHYTRIDIALES
Tobaoco stunt Virus
Cuêtimber Necros1s Virus
Tobacco Necrosis Virus
Potato Virus
Potato Mop-Top Virus .
False Pea Leafroll Virus
i
1 Lettuee Dig Veih Virus
i
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1 Soi1 Borne Wheat Nosaic Virus
i
1
"l
---------------------------------------
TABLEAU X
~ L~s références sont données dans le texte.
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• Il était étonnant de ne pas trouver des Trichodorus
(vecteur du Tobacco Rattle VirUs et du Pea early Browning virus)
pour deux raisons :
1°) Les essais nématicides étaient positifs
2°) Le virus du clump, dont l'étude était en cours, se révé-
lait très proche de ces deux virus cités précédemment.
Une recherche systématique de ce nématode a donc été effectuée
sur de grandes quantités de terre (30 à 50 litres) en Haute-Volta
et au Sénégal. Dans les deux cas des Trichodorus ont alors été
trouvés (GEIDaANI et al. 1975). Des essais de transmission ont
été de suite essayés mais sont restés n.égatifs jusqu'à ce jour
(communication. pers.)
II - LES CHAMPIGNONS VECTEURS DE VIRUS.
• Les résultats obtenus par les nématologistes se reve-
lant négatifs, une autre direction de recherche a été prise en
1974 : celle des champignons vecteurs. (Tableau X).
A - Connaissances actuelles sur les champisnons vecteurs.
10_ Q1Ei2:i~m.
Le cas le plus connu est celui de l'Olpidium brassicae
(Syphomycète groupe des Chyotridiales), vecteur d'au moins trois
virus: Lettuce Big Vein Virus, Tobacco Stunt Virus, et Tobacco
Necrosis Virus.
La maladie de la laitue était connue depuis 1938. En 1954 GROGAN
et al. démontraient une association étroite entre les pieds de
laitues malades et la présence d!Olpidium sp. dans les raoines.
Des expériences d'inoculations à partir de ces champignons furent
entreprises et réussies, démontrant le rôle de vecteur de
Ol~idium brassicae (CAF:1PBELL et al. 1962 ; CAMPBELL et GROGAN
19 3 Et 1964). Une étude détaillée de la vection par ce champi-
gnon faite par TEnWIINK (1971) montre que le mécanisme de trans-
mission est très élaboré car il y a de nombreuses spécificités,
entre les souches de champignons et le virus, et entre les sou-
ches de champignons et la plante-hôte.
• O. brassicae est également vecteur du Tobacco Stunt
Virus (HIDAKA 1960 ; HIRUI{I j965), du Tobacco Necrosis Virus
(TEAKLE 1960 et 1962) et du Tobacco satellite Virus (TAEKLE 1969).
• Un autre OlVidium : O. cucurbitacearum est vecteur
du Cucumber Necrosis irus (DIAS 1970 a ; DIAS 1970 b).
2°_ Sygchytrium endobiocticuo.
- - - - - - - - - - - - -
Le Potato Virus X était connu pour se transmettre par
les insectes Melanoplus differentialis et Tettigonia viridissima
ainsi que par contact. NIENHAUS et STILL (1965) ont montrê que
les zoospores de p. endobiodicum (Chytridiale) pouvaient égale-
ment transmettre le virus.
•22
3°- Pythium.
- -" - -
THOTTAPILLY et SCHlVIUTTERER en 1968 démontrèrent que
le False Pea Leafroll Virus était transmis par le sol? et qu'un
champignon? un Pythium Spa (Syphomycète ~roupe des Péronosporales)
était associé a la maladie. THOTTAPILLY (1972) prouva que Phythium
ultimum é.tait en fait le ve cteur du virus, virus qui pouvait
aussi ~tre transmis par le puceron Myzus persicae •
. ~TTS en 1969 avait trouvé du virus de la mosaïque
du tabac dans un Pythium et il a réussi à inoculer in vitro du
VMT sur Pythium sylvatioum (BRANTS 1971).
. • LINFORD et McKINNEY (1954) ont découvert ~ue Polymixa
graminis (Archimycète grou~e des plasmodiophorales) était as-
socié à la maladie du'Soil- orne Wheat Mosaic. ESTES et BRAKKE
1966? établirent la corrélation entre la transmission du virus
et la présence du champignon, et CANOVA (1966a) montra que des
cultures de P. graminis pouvaient transmettre le Soil Borne
Wheat Mosaic Virus en Italie.
• Des travaux récents sur une maladie virale de la bet-
terave ("Rhizomanie") en France (PUTZ et VUITTENEZ 1'974) en
Italie (BONGIOVANNI 1972 et CANOVA 1966 b) et au Japon (TAMADA
et BABA 1971) ont mis en évidence la présence de Polymixa SI'.
associé à cette maladie. Il semble d'après les derniers résul-
tats obtenus par PUTZ (communication pers.) que ce champignon
soit bien le vecteur du virus.
Les souches virales isolées en France et au Japon, montrent
certaines analogies avec le PCV (Tableau XI).
Le seul vecteur connu du Potato Mop-Top Virus est le
champignon Spangospora subtorranéa (plasmodiophorale). Le virus
est transporté par les spores du chaQpignon dans lesquelles il
peut séjourner pendant deux ans en gardant son pouvoir infec-
tieux intact. (HARRISON 1974). .
B - Recherches sur le P.C.V.
Des recherches ont été entreprises en 1974 à Saria par
DECLERT. Des tests fongicides avec Maneb, Difolatan et Thyrame
ont été mis en place, mais il y a eu très peu de clump cette an-
née là, et les résultats sont difficilement interprétables. Il
semble cependant, que c'est dans la parcelle traitée au Thyrame-
Disulfure de bis (diméthyl-thiocarbamyle) - qu'ont été obtenus
les meilleurs rendements et il n'y avait pas de clurnp sur cette
parcelle.
A partir de racines d'arachides malades ramassées à
Saria en 1974, puis en 1975, grâce à une teclmique de piégeage
sur disques de feuilles de Petunia, DECLERT a pu isoler un
Pythium Spa (photos 16 et 17).' Les essais faits avec les arachi-
des rabougries du Sénégal n'ont rien donné •
• Malheureusement, les essais de mises en cultures de ce
champignon ont tous échoué, (conmunications pers.) et nous n'a-
vons encore pu faire d'essais de transmission.
PHOTO 16 - SPORMfGES DE PYTHlill1 sp.
iDoles à partir d'arachide rabougrie de Saria
(Haute-Volta).
~10TO 17 - OOSPORES DE PHTHIm~ sp. isolées à partir
d'arachide rabougrie de Saria (Haute-Volta).
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III - ORIENTATION DES RECHEnCHES EN COURS.
A - Données du problème.
Plusieurs observations relevées dans la bibliographie
ou constatées personnellement sont très intéressantes, et nous
servent à orienter nos études sur l'épidémiologie de ce' virus.
• Ainsi, à Saria, dans une parcelle ayant porté de l'ara-
chide rabougrie en 1966, et cultivée depuis en sorgho
et jachères naturelles, des arachides ont été semées
en 1972, et 23 jours après, les premiers pie~s de clump
apparaissaient (commun.ication I.R.H.O.).
• D'après DELASSUS (1970), il semble que les symptômes
de clump soient plus importants après un précédent en
sorgho qu'en mil.
• Une graine, issue d'un pied d'arachide sain planté en
terre stérile sur lequel on a greffé un fragment d'ara-
chide rabougrie, pousse dans ce même pot, 8 mois plus
tard, rabougrie! Or, RISBEC (1950) a démontré puis
l'IRHO par la suite, qu'il n'y avait pas de transmission
par la graine.
• La proportion. de pieds rabougris varie suivant la date
des semis, c'est à dire suivant la date des premières
pluies.
• On peut se demander, où et comment, le PCV qui est transmis
par le sol, se conserve pendant 6 ans, dans un. champ sans ara-
chides. Plusieurs hypothèses peuvent être retenues :
1°) Le virus est conservé à l'intérieur de son éventuel vec-
teur : nématode , champignon. Un Trichodorus par exemple peut
transmettre le TRV après une période de 3 ans pendant laquelle
il n'a pas eu accès aux racines de plantes (Vill~ HOOF 1970).
Le virus du Potato Mop-Top, on l'a vu" est toujours infectieux
après avoir passé 2 ans dans les spores du champignon Spongospora
subterranea.
2°) Le virus est hébergé dans une autre plante de rotation
qui serait sans doute le sorgho, ou dan.s une plante adventice,
et se trouverait le reste du temps dan.s les débris végétaux,
ou dans le vecteur. Il a é~é démontré que le ~~T est toujours
infectieux après 1 an passé dans les débris végétaux dans le sol
sur. tomate. (BROADMENT 1965 ; MIGLIORI et MARROU (1970).
3 0) Le virus ne se multiplie quo sur araohide et sa oonserve
dans le sol pendant plusieurs années.
Dans ce cas, aucun traitement du sol par produits de fumigation
nB peut détruire directement le virus, parfois m~me, le virus
subsiste plus longtemps et en plus forte concentration après
·ces traitements à cause de l'inhibition de la dégradation bio-
logique.
Nous avons èowùencé à travailler sur ces hypothèses
cette année en proposant un protocole d'expérimentation à
Monsieur DHERY, Directeur de l'I.R.H.O. à Saria en Haute-Volta.
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B - Protocole d'expérimentation à Saria.
But : déterminer, combien de tomps après le semis
les arachides ont été contaminées
• Expérimentation: Récolte de 4 pieds d'arachides
"au hasard" (permutation circulaire) le s 2, 4,
6,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 et 17ejour après les semis (schéma nO 1) .
- Mise en pot de ces arachides dans un endroit éloigné
des zones malades.
- Notation. des dates d'apparition des symptômes des
arachides en pot, et dans les parcelles.
- Controle virologique des pieds paraissant malades à
Adiopodoumé.
II. ~t~d~ ~e~ Er2d~i~s_pgy~0~~i~a!r~s.
• But: Essayer de mesurer la spécificité de certains
produits chimiques sur les manifestations des
symptômes du clump.
L'expérience permettrait de mesurer en m§me
t§IDD§, les effets des nématicides et=aes=fon-
gIëiaes car un nématicide peut avoir une action
sur les champignons (GROGAN et al. 1958) et
vice-verGa. .
Il serait intéressant de tester lé pentadichlo-
robenzène (Fongiclor) qui n'a aucune action sur
le Pythium et pourrait même augmenter son ac-
tivité (GIBSON et al. 1961; HAGLUNO et al.1972)~
• Matériel :
• Un nématicide (Fumazone). Déjà utilisé par
GEFmUŒI en 1972 et 1973.
• Un fongicide (Maneb) déjà utilisé par DECLERT
en 1974.
• Le fongiclor
• Un fongicide (Dexon) contre les Phycomycètes.
• Un produit visant à éliminer les cochenilles
du sol: Methyl parathion.
,
Expérimentation. Cinq parcelles traitées, cinq parcelles témoins
et trois répétitions.
Notation d'apparition des symptômes toutes les semaines.
3"m environ
-----------------------------------
C M l • • • • • G E
• E H • D • • • K •
• G L • F • • A B D
s:l P E H K C P0 • • • •f-l
.~
F • • lVI 0 A B M F •s:l
Q)
S • l • C K E • J • •
f"")
• M B A • P L G • •
D C K P D • H E • •
• A • • • • • • L •
L G • • F • • l • B
A 2ème jour ... les semis= apres
B = 4ème " "
C = 6ème Il Il
D = 8ème Il 'II
E = 9ème Il Il
F = 10ème Il Il
G = 11ème Il Il
H = 12ème Il Il
l = 13ème Il Il
K = 14ème Il "
L = 15ème Il Il
M = 16ème Il Il
P = 17ème " Il
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III. Recherche d'un vecteur éventuel sous sa forme active.
• But : Rechercher à une époque favorable - celle des
semis - Ja présence d'un nématode, d'un cham-
pignon ou ..• , qui serait alors sous sa forme
active. Des recherches peu fructueuses faites
jusqu'à présent sur les Trichodorus, ou sur le
Pythium peuvent s'expliquer par le fait que le
vecteur était dans une phase de "dormance".
• Matériel : Transport à Adiopodoumé de sacs plastique
contenant de la terre - horizon 20-30 cm -
prélevée dan.s les champs d'arachides, dans les
champs en jachère, dans les champs avec plan-
tes de rotation.
• Expérimentation: Avec l'aide des nématologistes, et
'des phytopathologistes de l'ORSTOM.
IV. "Hébergement" du virus avant le s semis.
• But : oU peut se trouver le virus dans un champ non
semé en arachides pendant 6 ans ?
• Matériel : Racines et feuilles de plantes adventices
ainsi que racines et feuilles de plantes em-
ployées en rotation de culture (sorgho, petit
mil, niebé, maïs)
· Expérimentation : Au laboratoire ces plantes seront
testées sérologiquement, et par inoculation
mécaniques sur Ch. amar.
o - Premiers résultats.
Au moment où ce rapport est écrit, nous n'avons ni les
résultats de l'essai "temps d'incubation", ni ceux sur les pro-
duits phytosanitaires.
A. Recherche du vecteur.
- - - - - - - - - -
• Nous avons ramené de Saria, un pied d'arachide rabougrie
qui était couvert de pucerons. Bien qu'il soit maintenant admis
que la maladie se transmet par le sol, nous avons fait déterminer
ces pucerons par le Dr. RAMAUDIERE (Institut Pasteur, Paris) et
nous avons essayé des transmissions.
La détermination a montré que c'étaient des Aphis craccivora, et
les essais de tran.smission. semblent négatifs.
Nous avions d'ailleurs déjà essayé la transmission du P.O.V. de
Oh. Amar. à Oh. amar. à l'aide d'Aphis craccivora et Aphis
Kossypii, sans succès •
• Les recherches de nématodes Trichodorus dans la terre
ramassée près des arachides malades se sont révélées négatives.
Des inoculations ont été faites avec les nématodes extraits,
récemment.
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• Enfin, sur deux arachides rabougries observées jusqu'à
présent, l'isolement d'un PJLthium Spa a pu être obtenu avec une
arachide.
• Ces recherches continuent actuellement.
B. "gé~eEg~m~n~"_d~ :y;if.uê,.
• Les échantillons de plantes ont été ramenés dans une
glacière dans de la glace pilée. Ils ont été groupés par lot de
3 ou 5 plantes au laboratoire, de la manière suivante
- 5 lots (3 pl.) de feuilles de Niébé
- 3 lots (5 pl.) de racines de Niébé Plantes de
- 3 lots (5 pl.) de feuilles de sorgho rotation
2 lots (5 pl.) de racines de sorgho
2 lots (5 pl.) de feuilles de Cypérus Spa
1 lot (5 pl.) de racines de Cypérus Spa
1 lot (5 pl.) de feuilles de Digitaires Spa Plantes
1 lot (5 pl.) de racines de Digitaires sp. adventices
- 2 lots (5 pl.) de feuilles de légumineuses sp.
- 2 lots (5 pl.) de racines de légumineuse sp.
et inoculés mécaniquement sur des Ch. amar .
. Un résultat positif très intéressant a été obtenu à
partir de 2 lots de feuilles de sorgho, et les 2 lots de racines
de sorgho. 6 à 7 jours après l'inoculation de fines arabesques,
ainsi que de nombreux ringspots jaunes sont apparus sur les
feuilles de Ch. amar. , symptômes identiques à ceux obtenus par
le PCV à cette époque de l'année.
Deux tests sérologiques ont alors été effectués, à partir de ces
feuilles de Ch. amar. contre l'antisérum du PCV. Les deux fois,
une réaction positive jusqu'à 1/32 a été obtenue.
Des grilles de microscopie électronique de "Dip préparations"
ont été envoyées à notre collaborateur, Monsieur THOUVENEL ac-
tuellement en Frrolce. Actuellement, nous multiplions le virus
obtenu à partir du sorgho sur Ch. amar. de façon à faire une
purification et voir si.ce virus est effectivement le virus du
clump de l'arachide.
Si nous ne possédons encore pas de résultats majeurs
en ce qui concerne le vecteur du PCV, nous avons par contre un
résultat très intéressant concernant son épidémiologie. En ef-
fet si le virus isolé du sorgho est bien identique à celui
isolé des arachides, ce virus appelé le virus du clump de l'ara-
chide ne serait-il pas un virus latent du sorgho? Les feuilles
de sorgho que nous avons ramassées possédaient toutes des peti-
tes stries, un peu comme les symptômes du Barley Stripe Mosaic
Virus sur orge. Mais aucune maladie, ou baisse de rendements
n'a jusqu'à présent été notée à Saria sur le sorgho. Quant aux
nécroses parfois visibles sur les feuilles elles sont attribuées
à des champignons.
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Une communication récente de Monsieur DJIGMA de Saria
renforce l'idée ~ue le sorgho est peut être bien l'hôte princi-
pal du PCV. En août 1975, une nouvelle tache de clump a été re-
pérée à Saria, sur une parcelle cultivée par l'IRCT et où la
rotation depuis une dizaine d'année était bienale : coton-sorgho.
Cette année llIRCT voulant mettre en place un essai : précédents
légumineuses - a introduit l'arachide dans cette parcelle.
Après le Barley Stripe Mosaic Virus et le Soil Borne Wheat Mosaic
Virus, nous so~nes peut être en présence d'un troisième virus
en bâtonnets de céréales.
Le sorgho constitue donc une nouvelle base de travail, et nous
avons déjà commencé des expériences de transmission à partir de
ces plantes. Il sera intéressant l'année prochaine de rechercher
le vecteur non seulement au pied des arachides, mais aussi dans
les parcelles de sorgho.
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. Malgré les échecs obtenus, pour le retour par inocula-
tion mécanique de Chenopodium à arachide, plusieurs résultats
nous permettent de penser que le virus que nous avons réussi à
purifier est bien l'agen.t causal de la maladie:
~1l inoculant des arachides saines, sur Ch. amar., ou une
arachide greffée avec une autre arachide saine, on n'ob-
serve aucun symptÔme sur Ch. amar. Par contre des rings-
pots apparaissent quand on inocule des Ch. amar. avec des
arachides rabougries ou des arachides greffées avec des
arachides rabougries.
Les observations faites en microscopie électronique
à partir de feuilles d'arachides malades,
- à partir de feuilles de ~. amar. avec des ringspots,
- à partir du virus purifié
mon.trent à chaque fois un virus en. bâtonnets composé de
deux types de particules. Aucune particule de ce type
n'a été isolée dans les feuilles d'arachides saines.
x
x x·
• Le PCV s'est révélé être différent de tous les autres
virus en bâtonnets à composants multiples connus jusqu'à présent
par plusieurs points :
Tout d'abord par le degré élevé de sa température optimum
de développement qui est 35°C
Par sa gamme d'hôtes très rèstreinte, limitée aux
Chenopodium et à 1 amaranthabée : Celosia argentia
Par la longueur moyenne de ses deux particules : 245 et
190 nm et leur coefficient de sédimentation très élevé:
respectivement aux alentours de 350 et 320 s
Enfin il n'y a aucune réaction sérologique entre le PCV
et le TRV, le PEBV, le SWMV et le Beet Rhizomania like
disease virus isolé en France. Quand les antisera nous
serons parvenus, nous-pourrons tester le PCV contre le
Barley Stripe Mosaic Virus, le Broad Bean Necrosis Virus,
le Poa Semi latent Virus, le Beet Necrotic yellow vein
virus et le Potato Mop Top Virus •
. Il semble donc ~ue pour le moment le PCV soit un nou-
veau virus, le seul virus en bâtonnets trouvé sur arachide jus-
qu'à présent. On peut le classer dans un groupe de virus compo-
sé d'une dizaine d'unités,tous en bâtonnets, à composants mul-
tiples, et ayant une autre particularité: celle d'être trans-
mis par le sol, le virus représentatif de ce groupe étant le
Tobacco Hattle Virus.
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. Bien que le cryptogramme du PCV (d'après GIBBS et al.1966)
soit encore très incomplet :
pour le moment: */* : ~/4~5 à 5 : E/E : S/*, nous possédons
quand même assez d'éléments pour le caractériser:
• Le PCV est un virus en bâtonnets, à deux composants
de longueur 245 et 190 nm et de 21 nm de largeur,
qui est transmis par le sol. Il se transmet méca-
niquement sur plusieurs Chenopodium en donnant des
symptômes de ringspots, vein banding, et arabesque.
• Son optimum de température pour sa multiplication
est à 35°C.
• Le point de thermo-inactivation du PCV est à 64°C
et son point de dilution limite 10-4 •
• C'est un virus extrèmement résistant aux congel-
décongélations répétées et qui peut se garder à
-30°C dans des feuilles de Ch. amar. pendant plus
de 17 mois.
• Les caractéristiques physico.~himiques du PCV sont
les suivantes:
A 260 A Max
A 280 = 1,04 A Min = 1,21
(valeurs corrigées). Les 2 particules, dont la te-
neur en acide nucléique est de 4,5 à 5 %, ont un
coefficient de sédimentation élevé : 320 s pour
la petite, 350 pour la grande.
Nous pensons bientôt être en mesure de donner la nature
de son acide nucléique avec ses caractéristiques physico-chimiques,
ce qui nous amenera au problème sans doute le plus intéressant
de son étude : le pouvoir infectieux de chacune des deux parti-
cules, ou de chacun des acides nucléiques~
Nous pourrons alors comparer ces résultats à ceux déjà connus du
Tobacco Rattle Virus, du Pea Early Browning Virus, du Soil Borne
Wheat Mosaic Virus, et du Potato Mop-Top Virus, pour lesquels,
le pouvoir infectieux est lié à la plus grande particule et il
faut associer les deux particules pour avoir production des 2
types.
Mais pour réaliser ces expériences il nous faudra auparavant ré-
soudre les problèmes d'agrégation du PCV au cours de la purifi-
cation, qui empêche la séparation nette des 2 particules, et
essayer d'obtenir des rendements supérieurs à ceux obtenus jus-
qu·à présent. Etant donné que le virus semble avoir le pouvoir
infectieux le plus fort à pH légèrement acide (pH 5~6) nous es-
saierons une nouvelle technique de purification en milieu acide.
• L'épidémiologie, et l'étude de la transmission du PCV~
qui se révèlent passionnantes nous permettront de compléter le
cryptogramme du PCV.
f
AU sujet de la transmission du PCV un seul point est acquis :
le virus est transmis par le sol. mais il est actuellemen.t impos-
sible de dire s'il s'agit d'un nématode ou d'un champignon mal-
gré le succès des essais nématicides effectués par les nématolo-
gistes de l'ORSTOM. Les premières tentatives d'inoculations par
des populations de Trichodorus prélevées en zone contaminée sont
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restées négatives, mais des inoculations faites avec plusieurs
espèces de nématodes par MERNY et MAUBOUSSIN (1973) ont donné
des résultats positifs. Etant donné qu'aucun des nématodes cons-
tutuant cette population n'était connu comme vecteur de virus
en bâtonnets, l'hypothèse d'un champignon vecteur a été avancée.
Les premières recherches ont montré la présence d'un Pythium sp.,
champignon qui s'est révélé vecteur du Fa1se Pea Leafroll Virus
(THOTTAPPILLY G., SCHMUTTERER. H 1968). Actuellement nous orien-
tons également nos recherches, sur la découverte d'un Polymixa
puisque deux virus du groupe du PCV sont transmis par ce champi-
gnon : Soil-Borne Wheat Mosaic Virus, et Beet Rhizomania-like
Diseas'e Virus.
L'étude épidémiologique que nous avons entreprise nous
ouvrira peut être de nouvelles voies de recherche par la trans-
. mission du PCV. En effet, si le virus isolé du sorgho des champs
de Saria est bien le PCV comme semblent l'indiquer les symptômes
sur Ch. amar. et les tests sérologiques, il faudra à l'avenir
faire les prélèvements de sol également dans les champs de
sorgho, et peut être le sorgho se révelera-t-il un meilleur ma-
tériel de travail que le Ch. amar. Dans ce cas un nouveau problè-
me s'ouvrira à nous: le virus isolé d'arachide doit-il être
décrit sous le nom de "Peanut Clump Virus ou Sorgho latent Virus?
Le sorgho ramassé à Saria ne présentait en effet pas de symptÔmes
de viroses évidents si ce n'est qu'une légère striation.
Après le SW1ïV et le BS1ïV nous serions donc en présence d'un
troisième virus en bâtonnets à oocposants mu1tiples des aéréales.
••
•
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